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© Verfahren zur Hemmung der Replikation von Viren 

@ Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Hemmung der 
Replikation von Viren mit einer am 3'-Ende (3'-UTR) des 
Virus-Genoms befindlichen nicht-translatierten Region. 
Erfindungsgemafc wird vorgeschlagen, daR eine Struktur 
innerhalb der 3'-UTR derart geandert wird, daB eine Re- 
plikation des Virus-Genoms gehemmt oder blockiert wird. 
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Bcschrcibung 

[0001 J Die Erfindung betrifft ein Verfahren, eine Verwendung und ein Medikament zur Hemmung der Replikation von 
Viren nach dem Oberbegriff der Anspriiche 1, 14 und 26. 
5 [00021 Die Erfindung betrifft insbesondere das Gebiet der Hemmung von (+)-Strang-RNA- Viren, wie Hepatitis-C- Vi- 
ren. 

[0003] Das Genom von (+)-Strang-RNA- Viren ist ein einzelstrangiges kodierendes RNA-Moiekiil (+ssRNA). Zu die- 
sen Viren gehoren die Familien Picornaviridae, Flaviviridae, Togaviridae, Coronaviridae und Caliciviridae. Ein bedeu- 
tender Vertreter der Familie Flaviviridae ist das Hepatitis-C- Virus (HCV). Es verursacht Hepatitis C, eine entziindliche 
10 Erkrankung der Leber, die mit Lcbcrfibrosc und Lcbcrkrcbs verbundcn scin kann. Ein crhcblichcr Tcil der Hcpatitis-C- 
Erkrankungen verlauft chronisch. Die Infektion mit HCV erfolgt vor allem parenteral, bei spiels weise durch Bluttransfu- 
sion oder durch Gabe von Medikamenten aus Blutprodukten. 

[0004] Das Hepatitis-C- Virus wurde 1989 entdeckt (Choo et al., Science 244: 359, 1989). Die Replikation des codie- 
renden (+)-Strangs wird durch die Erzeugung eines replikativen antisense bzw. (-)-Strangs vermittelt. Vom (-)-Su-ang 

15 wcrdcn mchrcrc Kopicn des codicrendcn (+)-Strangs abgcschricbcn. Das HCV-Gcnom, welches ca. 9600 Nuklcotidc 
umfaBt, wird zu einem Polyprotein mit ca. 3000 Aminosauren translatiert (Leinbach et al., Virology, 204: 163, 1994). Vi- 
rale und zellulare Proteasen schneiden aus diesem Polyprotein die funktionsfahigen ViruseiweiBe heraus. Sowohl am 5- 
Ende, als auch am 3'-Ende des HCV-Genoms, befinden sich hochkonservierte Sequenzen, welche ausgepragte Sekundar- 
und Tertiarstrukturen ausbilden. Diese Sequenzen besitzen fur die Translation und die Replikation der HCV- Viren eine 

20 groBc Bedeutung, wcrden aber bei der EiweiBsynthese nicht translatiert. Diese Sequenzen wcrdcn als 5TJTR und 3TJTR 
bezeichnet (UTR = untranslated region). 

[0005 J HCV ist durch cine hohc genetische Variabilitat gckcnnzcichnct. Die hohc Mutationsratc der viralcn Nuklcin- 
saure hat zur Entwicklung mehrerer HCV-Genotypen gefiihrt, die eine vergleichsweise geringe Sequenzidentitat von 
etwa 70% aufweisen (Simmonds et al., J. Gen Virol, 75 : 1053, 1994). Die Haufigkeit der einzelnen Genotypen ist re- 
25 gional unterschiedlich. Daruber hinaus besteht eine Abhangigkeit von der Art der "Dbertragung, wobei eine gleichzeitige 
Ansteckung mit verschiedenen HVC-Genomen moglich ist. Die hohe Variabilitat des HCV erschwert die Behandlung 
von Erkrankungen erheblich. 

[0006] Eine Hepautis-C-Erkrankung umfaBt in der Regel mehrere Phasen. Die erste akute Phase beginnt mit der An- 
steckung des Paticnten mit HCV. Es wird ein Entziindungsvorgang auslost, der durch cincn etwa vicr Wochcn nach der 

30 Ansteckung beginnenden Anstieg der Leberenzymkonzentration im Blutserum gekennzeichnet ist. \br dem Anstieg der 
Leberenzymkonzentration ist es moglich, im Blutserum des Pa ti en ten HCV-RNA mittels Polymerasekettenreaktion 
(PCR) nachzuweisen. In diesem Stadium zeigen nur etwa 25% der Patienten Symptome wie Gelbsucht, so daB bei 75% 
die Infektion unerkannt bleibt. Auch wenn die akute HCV-Infektion eine nicht-maligne Erkrankung ist, fuhrt die Infek- 
tion in etwa 80% zu cincr chronischen Lcbererkranku ng, die durch einen dauerhaften Anstieg des Alaninaminotransfc- 

35 rase-Niveaus im Serum gekennzeichnet ist. Aus einer chronischen HC V-Erkrankung entwickelt sich bei mehr als 20% 
der Paticnten cine Lcbcrzirrhosc und bei cincr nicht uncrheblichcn Zahl ein maligncs Hcpatom. Die Lcbcnscrwartung 
nach der Diagnose eines malignen Hepatoms betragt in der Regel zwolf Monate. 

[0007j Bisher bekannte therapeutische Verfahren zur Behandlung von HCV-Infektionen haben nur einen begrenzten 
Erfolg gehabt und fiihrten bei der Mehrzahl der Patienten zu keiner anhaitenden Besserung. Die heute vorherrschende 

40 Therapieform .verwendet spezielle Zytokine, die als Interferone bezeichnet werden. Vorzugsweise wird Interferon-a 
(IFN- alpha) eingesetzt, das nach sechsmonatiger Therapie bei etwa 50% der Patienten zu einer Verringerung der Alani- 
naminotransferase-Werte im Serum fuhrt. Allerdings steigen diese Werte bei vielen Patienten nach dem Ende der Be- 
handlung wicder an. Ubcrdics ist die Behandlung mit cincr Viclzahl von Nebcnwirkungcn verbundcn (Dushciko et al. J. 
Viral Hepatitis, 1:3, 1994). Trotzdem ist die Interferon-Therapie bisher das wichtigste Verfahren, um das Risiko der Ent- 

45 stehung von Leberzirrhose und eines malignen Hepatoms zu verringern. Ein Impfschutz gegen HCV ist bisher nicht 
moglich. 

[0008] Es sind deshalb Versuche unternommen worden, die virale Proteintranslation unter Einsatz spezieller Ribozyme 

zu hemmcn. Beispiclsweisc bcschrcibcn Welch et al. (Gene Therapy, 3 (11): 994, 1996) zwei vektorexprimierte Hairpin- 

Ribozyme, die gegen HCV gerichtet sind. Lieber et al. (Virology, 70 (12): 8782, 1996) beschreiben die Beseitigung von 
50 HCV-BNA in infizicrtcn mcnschlichcn Hcpatozytcn durch Adcnovirus-vcrmittcltc Expression von bestimmten Ham- 

merhead-Ribozymen. WO 99/55847 offenbart Ribozyme, die IICV-RNA-Spezies schneiden konnen. 

[0009 1 Auch das US-Patent Nr. 5,610,054 offenbart enzymatische Nukleinsauremolekule, welche die Replikation von 

HCV inhibieren konnen. Die vorgeschlagenen Verfahren unter Einsatz autokatalytischer Ribozyme hemmen die Virus- 

replikation in der Regel durch Angriffe im Bereich der 5-nicht-translatierten Regionen. 
55 [0010] Der therapeutische Erfolg dieser Verfahren bei der Behandlung von HCV-Infektionen ist jedoch noch nicht er« 

wiesen. Ein generelles Problem besteht darin, daB die enzymatische Aktivitat von Ribozymen vergleichsweise gering ist. 

Es besteht ein Bcdurfnis, wcitcrc Verfahren zur effizicnten Behandlung von HVC-Infcktioncn bzw. Virusinfcktioncn zu 

entwickeln. 

[0011] Aus Fire et. al (Nature, 391: 806, 1998) ist es bekannt, daB dsRNA, deren einer Strang abschnittsweise komple- 
60 mentiir zu einem zu hemmenden Gen eines Fadenwurms ist, die Expression dieses Gens mit einer hohen Wirksarnkeit 
hemmt. Es wird die Auffassung vertreten, daB die besondere Wirksarnkeit der verwendeten dsRNA in Zellen des Faden- 
wunns nicht auf dem Anti-Sinn-Prinzip bcruht, sondcrn moglichcrweisc auf katalytische Eigcnschaftcn der dsRNA oder 
mit dsRNA assoziierten Enzyme zuruckzufuhren ist. Dieses Verfahren wird als RNA-Interferenz bezeichnet und wird 
beispiclsweisc in WO 00/44895 zur Hemmung der Expression eines vorgcgcbcncn Gens verwendet. 
65 [0012] Aufgabe der Erfindung ist es, die Nachteile nach dem Stand der Technik zu beseitigen. Es sollen insbesondere 
ein Verfahren und eine Verwendung angegeben werden, welche die Replikation von Viren wirksam hemmen. Daruber 
hinaus soli ein Medikament angegeben werden, mit dem eine besonders wirksame Hemmung der Replikation von Viren 
bewirkbar ist. 
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[0013] Dicsc Aufgabc wird durch die Mcrkmalc dcr Anspruchc 1, 14 und 26 gclost. ZwcckmaBigc Ausgcstaltungcn 
der Erfindungen ergeben sich aus den Merkmalen der Anspriiche 2 bis 13, 15 bis 25 und 27 bis 38. 
[0014J Nach MaBgabe der Erhndung ist verfahrensseitig vorgesehen, daB eine Struktur innerhalb der 3*-UTR derart ge- 
andert wird, daB eine Replikation des Virus-Genoms gehemmt oder blockiert wird. 

[0015] Unter dem Begriff "Struktur" wird hier die Primar-, Sekundar- oder Tertiarstruktur einer aus Nukleinsaure ge- 5 
bildeten Sequenz verstanden. Eine Anderung der Struktur liegt z. B. vor, wenn die Primarsequenz geschnitten oder durch 
Deletionen oder Insertionen verandert wird. Eine Anderung kann auch die Sekundarstruktur, d. h. die Basenpaarung, be- 
treffen. SchlieBlich ist auch eine Anderung der raumlichen Struktur, d. h. der Tertiarstruktur, moglich. 
[0016] Es hat sich uberraschenderweise gezeigt, daB durch eine Anderung der Struktur innerhalb der 3'-UTR die Re- 
plikation des Virus-Gcnoms gehemmt oder blockiert werden kann. Damitistcs moglich, Hcpatitis-C-Vircn besonders ef- 10 
fizient zu bekampfen. 

[0017] Nach einer Ausgestaltung kann ein die 3-UTR bildender Sequenzabschnitt geschnitten werden. Die 3'-UTR 
kann hochkonserviert sein. Die Anderung der Struktur wird zweckmaBigerweise in einem besonders hoch konservierten 
Bereich der 3-UTR bewirkt. Das steigert weiter die Effizienz des Verfahrens. 

[0018] Als besonders vortcilhaft hat es sich crwicscn, den Sequenzabschnitt unter Vcrwcndung einer kurzen doppel- IS 
strangigen Ribonukleinsaure dsRNA) zu andem, insbesondere zu schneiden. Dabei muB der eine Strang der dsRNA ab- 
schnittsweise komplementar zur 3-UTR Sequenz sein. 

[0019] Nach einer weiteren Ausgestaltung kann die dsRNA zumindest abschnittsweise doppelstrangig ausgebildet 
sein. Zumindest ein Strang kann am 3-Ende einen Uberhang haben, der aus 1 bis 3 Nukleotiden bestehen kann. Die vor- 
crwahntcn Mcrkmalc bccinflusscn die Plasmastabilital der dsRNA. dsRNA mit glattcn Enden weist eine hohere Plasma- 20 
stabilitat als dsRNA mit Uberhangen auf. Die Plasmastabilitat kann also durch die jeweilige Konstruktion der dsRNA an 
die jcwciligcn Erfordcrnissc angepaBt werden. 

[0020] Weiterhin hat es sich als vorteilhaft erwiesen, daB der komplementare Bereich weniger als 30, vorzugsweise 
weniger als 25, besonders vorzugsweise 19 bis 24, Basenpaare umfaBt. Die dsRNA weist zweckmaBigerweise eine 
Lange von weniger als 30, weniger als 25, besonders vorzugsweise 21 bis 24, Basenpaare auf. Damit entspricht die 25 
Lange der dsRNA im wesentlichen der Lange des komplementaren Bereichs. Eine solche dsRNA kann besonders preis- 
giinstig hergestellt werden. 

[0021] ZweckmaBigerweise ist das Virus-Genom das Genom eines (+)-Strang-RNA- Virus, insbesondere eines Hepa- 
titis-C-Virus. 

[0022] ErfindungsgemaB ist weiter die Verwendung von kurzen doppelstrangigen Ribonukleinsauren zur Anderung 30 
der Struktur innerhalb einer am 3'-Ende eines Virus-Genoms befindlichen nicht translatierten Region vorgesehen, so daB 
eine Replikation des Virus-Genoms gehemmt wird. Zur Losung der Aufgabe wird femer ein Medikament vorgeschlagen, 
bei dem ein Mittel zur Anderung der Struktur der 3'-UTR enthalten ist. 

[0023] Wcgcn der vortcilhaften Ausgcstaltungcn dcr Verwendung und des Mcdikamcnts wird auf die zum Verfahrcn 
beschriebenen Merkmale verwiesen, welche sinngemaB auch hier Anwendung finden konnen. 35 
[0024] Nachfolgcnd wird anhand dcr Figurcn ein Ausfiihrungsbcispicl dcr Erfindung nahcr crlautcrt. Es zeigen: 
[0025] Fig. 1 den relevanten Sequenzbereich aus Plasmid p2 und die N-terminale Aminosauresequenz des entspre- 
chenden Reporterproteins, 

[0026] Fig. 2 den relevanten Sequenzbereich aus Plasmid p3 und die N-terminale Aminosauresequenz des entspre- 
chenden Reporterproteins, 40 
[0027] Fig. 3 die dsRNA HCV1-2 gegen die HCV-Sequenz der mRNA aus Plasmid p2 und p3, 
[0028] Fig. 4 die dsRNA GAL1-2 gegen eine mRNA-Sequenz aus dem (J-Gal-Gens (Positivkontrolle), 
[0029] Fig. 5 die dsRNA HCV3-4 gegen cine mRNA-Sequenz ohnc Bczug zu cxprimicrtcn Gcncn (Ncgativkontrollc), 
[0030] Fig. 6 die p-Galaktosidase-Akti vitat bei Anwendung der dsRNA HCV 1-2, GAL 1-2 und HCV3-4 in Abhangig- 
keit von der dsRNA Konzentration fiir Plasmid p2, 4 $ 
[0031] Fig. 7 die P-Galaktosidase-Aktivitat bei Anwendung der dsRNA HCV1-2, GAL1-2 und HCV3-4 in Abhangig- 
keit von der dsRNA Konzentration fur Plasmid p3. 

Ausfuhrungsbeispiel 

50 

[0032] Molekularbiologische Analysen mit Hepatitis-C-Viren in Zellkultur sind sehr schwierig. Der Effekt der RNA- 
Interferenz auf virale Gensequenzen wird an Hand nicht-pathogener Ersatzsysteme untersucht. Als nicht-pathogenes Re- 
portersystem zum Studium der RNA-Interferenz wurden kurze, 24 Nukleotide umfassende Sequenzen aus dem HCV- 
Genom (hochkonservierter Bereich des 3'UTR) als Teil einer mRNA der (KJalaktosidase in Leberzellen exprimiert. 
Diese 24 Nukleotide wurden als Zieisequenz gernaB Sequenzprotokoll Nr. 1 verwendet. 55 

Hcrstcllung von Plasmid p2 als Rcportcrgcn 

|0033] Als nicht-pathogenes Reportersystem zum Nachweis der RNA-Interferenz mit der Zieisequenz wurden Fusi- 
onsgene hergestellt. Als Basis dieser Fusionsgene dienten codierende Sequenzen der p-Galaktosidase (p-Gal) aus E. coli. 60 
Das p-Gal-Gen stammt aus dem kommerziell erhaltlichen Expressionsvektor pP-Gal-Control (C:iontech, Gene Acces- 
sion Number U13186; Nuklcotid 280-3429). Dem p-Gal-Gcn wurdc die virale Sequenz von HCV als Bcstandtcil der 
mRNA am 5'-Ende vorangestellt. 

10034] In Plasmid p2 (Sequenzprotokoll Nr. 2) ist die HC V-Scqucnz Teil cincs Fusionsgens, das als Fusionsprotcin ex- 
primiert wird. Die HCV-Sequenz ist Teil des offenen Leserahmens von P-Galaktosidase. Fig. 1 zeigt den relevanten Se- 65 
quenzabschnitt von Plasmid p2. Die HCV-Sequenz ist kursiv dargestellt. Der Beginn des (i-Gal-Gens (einschlieBlich 6 
Nukleotide der Kozak-Sequenz vor dem Codon ATG) ist unters trie hen. Die N-terminale Aminosauresequenz des Fusi- 
onsprotcins HCV-p-Galaktosidasc ist unter der DNA-Scqucnz aufgcflihrt.. 
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[0035] In Plasmid p3 (Scqucnzprotokoll Nr, 3) ist die HCV-Scqucnz Tcil cincs Fusionsgcns, das abcr nicht als Fusions- 
protein exprimiert wird. Die HCV-Sequenz befindet sich auGerhalb des offenen Leserahmens von p-Galaktosidase. Fig. 
2 zeigtden relevanten Sequenzabschnitt von Plasmid p3. Die HCV-Sequenz ist kursiv dargestellt. Der Beginn des P-Gal- 
Gens (einschlieBlich 6 Nukleotide der Kozak-Sequenz vor dem Startcodon ATG) ist unterstrichen. Die N-terminale Ami- 
5 nosauresequenz des P-Galaktosidase Proteins ist unter der DNA-Sequenz aufgefuhrt. 

[0036] Die so generierten Fusionsgene wurden in das kommerziell erhaltliche Expressionsplasmid pcDNA3. 1 (+) klo- 
niert (Invitrogen, Gene Accession Number nicht erhaltlich, Katalognummer V790-20). 

[0037] Als Kontrollplasmid lur die Transfektionseffizienz wurde das kommerziell erhaltliche Plasmid pGL3-ctrl (Pro- 
mega, Gene Accession Number U47296) verwendet. Es codiert und exprimiert das Gen der "Firefly Luciferase". 

10 

Verwendete dsRNA-Oligonukleotide 

[0038] Zur Durchfiihrung der RNA-Interferenz wurden drei kurze, doppelstrangige Ribonukleinsauren (dsRNA) ver- 
wendet. Diese dsRNAs bestehen aus jeweils 2 kurzen Oligonukleotiden, welche uber fast den gesamten Sequenzbereich 
15 zucinandcr komplementar sind. An beiden 3 -Endcn der Oligonuklcotidc besitzen zwei Nukleotide kcinc Partner und bil- 
den deshalb in der dsRKA Uberhange. 

10039] Die Sequenz des einen Oligonukleotids ist identisch mit der Zielsequenz der mRNA. Dieses Oligonukleotid 
wird deshalb als Sinn-Strang bezeichnet. Die Sequenz des anderen Oligonukleotids ist zu der Zielsequenz der mRNA 
komplementar. Dieses Oligonukleotid wird deshalb als Antisinn-Strang bezeichnet. 

20 [0040] In Fig. 3 ist das als HCV1-2 bczcichncte Oligonukleotid gegen die HCV-Scqucnz der mRNA von Plasmid p2 
und Plasmid p3 dargestellt, wobei die mit GroBbuchstaben dargestellten Nukleotide der HCV-Sequenz in Plasmid p2 bis 
p3 cntsprcchcn. HCV1-2 besteht aus dem Sinn-Strang HCV 1 und dem Antisinn-Strang HCV 2, wobci jewcils zwei Nu- 
kleotide an den 3'-Enden der Strange keinen Partner aufweisen. Der in Sequenzprotokoll Nr. 3 dargestellte Sinn-Strang 
(HCV 1), weist nahezu dieselbe Nukleotidsequenz wie die HCV-Sequenz des Plasmids p2 bzw. p3 auf. Am 5-Ende feh- 

25 len drei Nukleotide der HCV-Sequenz und am 3'-Ende befinden sich zwei Nukleotide, die nicht Bestandteil der HCV-Se- 
quenz sind. Der in Sequenzprotokoll Nr. 4 dargestellte Antisinn-Strang (HCV 2) ist abgesehen von den jeweils zwei Nu- 
kleotiden am 5 - und 3'-Ende komplementar zu HCV 1 und damil auch zu der HCV-Sequenz in Plasmid p2 bzw. p3, die 
einer 3'-nicht-translatorischen Region des HCV-Genoms entspricht. 

[0041] Zur positiven Kontrolle wurde cin als GAL1-2 bczcichncte dsRNA verwendet, die in Fig. 4 gegen cine mRNA- 
30 Sequenz aus dem 13-Gal-Gen (in Fig. 4 als mRNA bezeichnet) dargestellt ist. GAL 1-2 besteht aus dem Sinn-Strang 
GAL 1 und dem Antisinn-Strang GAL 2, wobei jeweils zwei Nukleotide an den 3'-Enden der Strange keinen Partner auf- 
weisen. Der in Sequenzprotokoll Nr. 5 dargestellte Sinn-Strang (GAL 1) weist nahezu dieselbe Nukleotidsequenz wie 
eine mRNA-Sequenz aus dem J5-Gal-Gen auf. Der in Sequenzprotokoll Nr. 6 dargestellte Antisinn-Strang (GAL 2) ist 
abgesehen von den jewcils zwei Nuklcolidcn am 5'- und 3'-Endc komplementar zu GAL 1 und damit auch zu der mRNA- 
35 Sequenz aus dem P-Gal-Gen. 

10042] Zur negativen Kontrolle wurde cine als HCV3-4 bczcichncte dsRNA verwendet, die keinen Bczug zu cxpri- 
mierten Genen hat (Fig. 5). HCV3-4 besteht aus dem Sinn-Strang HCV 3 und dem Antisinn-Strang HCV 4, wobei je- 
weils zwei Nukleotide an den 3'-Enden der Strange keinen Partner aufweisen. Der in Sequenzprotokoll Nr. 7 dargestellte 
Sinn-Strang (HCV 3) weist nahezu keine Ahnlichkeit zur mRNA-Sequenz aus p2 oder p3 auf und ist deshalb ohne Bezug 
40 zu den exprimierten Genen (in Fig. 5 als mRNA bezeichnet) auf. Der in Sequenzprotokoll Nr. 8 dargestellte Antisinn- 
Strang (HCV 4) ist abgesehen von den jeweils zwei Nukleotiden am 5 - und 3'-Ende komplementar zu HCV 3 und ist 
deshalb ohne Bezug zur mRNA-Sequenz. 

Herstellung des Zellkulturmediums 

45 

[0043] Fiir den Nachweis der RNA Interferenz wurden Experimente mit Leberzellinien des Typs HuH-7 durchgefuhrt 
(Nakabayashi et al. 1982). Diese Zellinie kann durch HCV infiziert werden und diente zur Kultivierung dieser Viren. Die 
Zellcn wurden in DMEM (Dulbecco's modifizicrtes Eagle Medium) mil 10% fotalcm Kalbcrscrum (FCS) kultivicrt. 

50 Transfektion 

10044] Zur Vorbereitung einer Transfektion wurden 2 x 10 4 Zellen pro 96-well Kuhle ausgesat. 3 ug Plasmid p2 bzw. 
Plasmid p3 wurden mit 1 ug Kontrollplasmid pGL3-ctrl. gemischt. Es wurden 0,25 ug dieser Plasmidgemische pro 96- 
well Kuhle transfiziert. Etwa 24 Stunden nach dem Aussahen der Zellen wurden die Reporterplasmide p2/pGL3-ctrl und 

55 p3/pGL3-ctri zusammen mit dsRNA in HuH-7 transfiziert. Die Dienge an transfizierter DNA pro Kuhle war konstant. 
[0045] Die Menge an dsRNA wurde in abnehmenden Konzentrationen von 400 nM bis 12,5 nM (in bezug auf 110 ul 
Transfcktionsvolumcn) zu den Plasmidgcmischen zugegeben. Die Ausgangskonzcntration der dsRNA HCV 1-2, GAL1- 
2 und des unspezifischen HCV3-4 in der jeweiligen Stammlosung betrug jeweils 20 uM. Die dsRNA wurden durch Mi- 
schen mit gleichen Volumina Annealing buffer (AB, 100 mM NaCl, 20 mM Na-Phosphat, pH 6,8) stufenweise auf die 

60 Endkonzentration verdunnt. 

[0046] Fur eine Endkonzentration von 400 nm wurden bei einer Stammkonzentration an dsRNA von 20 uM 2,2 ul 
Slamrnlosung auf 110 ul Transfcktionsvolumcn pro 1 Well bzw. 6,6 pi Stammlosung auf 330 ul Transfcktionsvolumcn 
pro 1 Well verwendet. Die Verdun nungsstufen wurden gemaB Tabelle 1 hergestellt. 

65 
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Tabcllc 1 



Herstellung von Verdun nungsstufen der dsRNA 



Losung- 


Aus- 


Konzentrati- 


Menge ' der 


Menge an 


Endkon- 


Nr. 


gangslo- 


on der Aus- 


Ausgangs- 


zuge- 


zentra- 




sung 


gangs losung 


16surig . 


setztem 


tion* 






(UM) 


(Ill) 


AB (fil) 


(nM) 


1 


Stammlo- 
sung 


20 


14,0 


_ 


400 


2 


Losung 1 


10 


7,0 


7,0 


200 


3 


Losung 2 


5 . 


7,0 


7,0 


100 


4 


Losung 3 


2,5. 


• 7,0 


7,0 


50 


5 ' 


Losung 4 


1,25 


7,0 


7,0 


25 


6. 


Losung 5 


0, 62 ' 


7,0 


7,0 


12,5 



* Endkonzentration unter Verwendung von 6,6 Jil der jeweiligen 
Losung auf 300 Jil Transf ektionsvolumen 

[0047] Plasmide und dsRNA wurden co-transfiziert. Als Transfektionsagens wurde Gene Porter 2 (PeQLab, Katalog- 30 
nummer 13-T202007) eingesetzt. Jede Co-Transfektion wurde dreifach durchgefiihrt. 

[0048] Fur drei Kuhlen in 96-well-Platten wurde ein Gemisch aus 2,0 pi eines Plasrnidgeinisches aus Plasmid p2 und 
Kontrollplasmid pGL3 (03875 pg/pl; 3 : 1), 6,6 ul dsRNA (20, 10, 5, 2,5, 12,5 bzw. 0,62 uM) und 16,4 ul DNA-Diluent 
B hergestellt. Dieses Gemisch wurde mil cincni Gemisch aus 6,0 ul Gene Porter 2 und 19 ul Scrum- frciem Medium vcr- 
mischt. Das Gesamtvolumen des so erhaltenen Gemisches betrug 50 ul, von denen 16,5 ul zu jeweils 2 x 10 4 HuH-7 in 35 
100 ul Medium gcgcbcn wurden. 

[0049] Weiterhin wurde ein Gemisch aus 2,0 ul eines Plasmidgemisches aus Plasmid p3 und Kontrollplasmid pGL3 
(0,3875 pg/pl; 3 : 1), 6,6 ul dsRNA (20, 10, 5, 2,5, 12,5 bzw. 0,62 pM) und 16,4 pi DNA-Diluent B hergestellt. Dieses 
Gemisch wurde mil einem Gemisch aus 6,0 ul Gene Porter 2 und 19 pi Serum-freiem Medium vermischt. Das Gesamt- 
volumen des so erhaltenen Gemischs betrug 50 ul, von denen 16,5 ul zu jeweils 2 x 10 4 HuH-7 in 100 pi Medium gege- 40 
ben wurden. 

[0050] Die transfizierten Zellen wurden bei 37°C und 5% CO2 inkubierl. Einen Tag nach der Transfektion wurden 
35 pi frisches Medium pro Kuhlc zugegeben und die Zellen wcitcre 24 h inkubicrt. Dann crfolgtc der AufschluB der Zel- 
len. 

45 

Verwendete Nachweismethoden 

[0051] Der Effekt der dsRNA auf die Expression der Reportcrgcnc wurde durch Quantifizierung der p-Galaktosidase 
und Luciferase mit Chemolumineszenz bestimmt. Dazu wurden Lysate gemaB den Hers tellervorschrif ten hergestellt. 
[0052J Zum Nachwcis der (3-Galaktosidasc wurden 2 pi Lysat pro Analyse sowie das Substrat Galcto-Star (Tropix, Ka- 50 
talognummer BM100S) verwendet. Zum Nachweis der Luciferase wurden 5 pi Lysat pro Analyse sowie das Substrat Lu- 
ciferin (Tropix, Katalognummer BC100L) verwendet. In beiden Fallen stammte das verwendete Luminometer von Bert- 
hold Sirius. 

Ergebnisse 55 

[0053] Pro Transfcktionsansatz wurden 3 x 96-wcll-Kuhlcn ausgewcrtet, wobci jeweils cine Mcssung fur (^-Galakto- 
sidase und eine Messung fur Luciferase erfolgte. Der Quotient aus relativen Lichteinheiten (RLU) fur ^-Galaktosidase 
und den relativen Lichteinheiten fur Luciferase wurde berechnet. Fur diese drei Einzelwerte wurde ein Mittelwert ermit- 
telt. Der Mittelwert fur p2/pGL3- bzw. p3/pGL3-transfizierte Zellen ohne dsRNA wurde willkurlich als 1 ,0 definiert. Die 60 
unter dsRNA-EinfluB veranderten Werte werden im Verhaltnis zu 1,0 aufgetragen (siehe Fig. 6 und 7), d. h. ein Wert von 
0,6 cntspricht cincr Heimnung der p-Galaktosidasc-Aktivitat urn 40% im Vergleich zu unbehandcllen Zellen. 
[0054] Aus Fig. 6 ist zu erkennen, daB bei einer Co-Transfektion von sequenzspezifischen dsRNA mit Plasmid p2 eine 
Reduktion der b-Galaktosidasc-Aktivitat crfolgt. Die dsRNA HCV1-2 und GAL1-2 hemmen die p-Galaktosidasc mit 
vergleichbarer Effizienz. Bei 400 nM und 200 nM dsRNA im Transfektionsvolumen sinkt die Aktivitat der p-Galaktosi- 65 
dase auf 40% im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Mit abnehmender Konzentration der dsRNA laBt der hemmende Ef- 
fekt nach. Die Kontroll dsRNA HCV3-4 fuhrl uber den gesamten Konzentrationsbereich zu keiner Abnahme an (i-Ga- 
laktosidasc im Lysat. 

5 
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[0055] Bci cincr Co-Transfcktion von scqucnzspczifischcn dsRNA HCV1-2 mit Plasmid p3 ist cbcnfalls einc Rcduk- 
tion der 0-Galaktosidase Expression nachweisbar (Fig. 7). Die dsRNA HCV1-2 und GAL1-2 hemmen P-Galaktosidase 
mit vergleichbarer Effizienz. Bei 400 nM und 200 nM dsRNA im Transfektionsvolumen sinkt die Aktivitat der (5-Galak- 
tosidase auf etwa 20% im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Mit abnehmender Konzentration der dsRNA laBt der hem- 
5 mende Effekt nach. Das Kontrolloligonukleotid HCV3-4 zeigt uber den gesamten Konzentrationsbereich eine schwache 
Hemmung der P-Galaktosidase auf etwa 70% im Vergleich zu unbehandelten Zellen. 

[0056] In Gegenwart von dsRNA HCV1-2 war somit sowohl fur Plasmid p2 als auch Plasmid p3 eine deutliche Reduk- 
tion der P-Galaktosidase-Aktivitat erkennbar. Vergleichbare EfTekte zeigte dsRNA GAL1-2 (positive Kontrolle). Die 
zweite Kontroll dsRNA HCV3-4 fiihrte zu keiner bzw. einer deutlich geringeren Hemmung der |}-Galaktosidase-Aktivi- 
10 tat. 

[0057] Die Expression und/oder die Stabilitat der RNA konnte im beschriebenen Experiment durch dsRNA stark ge- 
mindert werden. Dies gelang auch fur HCV-Zielsequenzen auBerhalb des otfenen Leserahmens, welches der Situation 
fur den naturlichen 3-UTR Bereich von HCV entspricht. 
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SEQUENZPROTOKOLL 

<110> John Dr., Matthias- 



<120> verfahren 2U r Hemmung der Replikation von Viren. 
' <130> ' 

<140>. ■ ; / . 

<141> 

<ieo> 8 

<170> Patentln Ver. 2.1 ' 

;<210> i '. .-. v 

<21.1> • 24. 
<212> DNA ... 
<213> KOnstliche Sequenz 

<220> ■'. 

<223> Beschreibung der ktostlichen Sequenz: 

.DNA, die einer Sequenz des HCV-Genoms gleicht 

<400> 1 

gtcacggct agctgtgaaa ggtcc 



<210> 2 
<211> 57. 
<212> DNA 

<213> . KOnstliche Sequenz 
<220> 

<223>. Beschreibung der JcQnst lichen Sequenz: 
Fusionsgen 

<400> . 2 ' ... 

GTCACCATGT CGTCACGGCT AGCTGTGAAA GGTCCAGTCA CCATGTCGTT 



TACTTTG 
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<210> 3 

<211> 57 

<212> DNA 

<213> KOnstliche Sequenz 



<220> 
<223> 



Beschreibung der kttnstlichen Sequenz; 
Fusionsgen : 



<400> 3 

GTCACCTTGT CGTCACGGCT AGCTGTGAAA GGTCCAGTCA CCATGTCGT* 

<210> 3 
<211> 23 ' 
■ <212>. • RNA 

. <213> KOnstliche Sequenz 

<220> ..- , / 

. <223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz:' 

SinnrStrang eines dsRNAi-Oligonukleotids 

<400> 3 

ACGGCOAGCU GUGAAAGGUC CGD 



<210> 4 

<211> 23 

<212> RNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kOnstlichen Sequenz:' 

Antisinn-Strang eines dsRNAi-Oligonukleotids 

<400> 4 



TACTTTG 
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GGACCOUUCA CAGCUAGCCG VGA . 



<210> 5 
<211> 23 
<212> RNA 

<213> KJinstliche. Sequenz 
<220> • ' 

<223> Besohreibung der kanstlichen sequenz: 

Sinn-Strang eines dsRNAi-Oligonukleotids 

<400> 5 

GOGAAAOOACJ. CGAOGAGCGU GGU 



<210> 6 
<2H> 23 ' ■ 
<212> RNA 

<213> Kanstliche s'equenz " 
<220> ' 

<223> Beschreibung der kilnstlichen Sequenz: 

Antisinn-Strang eines dsi^i-01ig Onukleoti ^ 

<400> 6 

CACGCUCAOC GAUAAUUUCA CCG. 



<210> 7 
<2H> 21 

<212> RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 

Sinn-Strang eines dsRNAi-01igonukleotids■ 
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15 



25 



<400> 7 

AGACAGUCGA CUUCAGCCUG G 



<210> 8 • 

<211> 21 

<212> RNA 

<213> Kiiristliche Sequenz 



21 



<220> • 

<223> Beschreibung der ktastliehen Sequenz: 
20 Antisinn-Strang eines dsRhtoi-Oligonukleotids 



<400> 8 

AGGCUGAAGO CQACUGUCUG G 



21 



Patcntanspriichc 

30 

1. Verfahren zur Hemmung derReplikation von Viren miteiner am 3-Ende (3-UTR) des Virus-Genoms befindli- 
chen nichttranslalierlen Region, dadurch gekenn/eichnet, daB eine Struktur innerhalb der 3-UTR derart geandert 
wird, daB eine Replikation des Virus-Genoms gehemmt oder blockiert wird. 

2. Verfahren naeh Anspruch 1, wobci cin die 3'-UTR bildender Sequcnzabschnitt gcschnitlen wird. 
35 3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die 3'-UTR hochkonserviert ist. 

4. Verfahren nach cincm der vorhergchenden Anspriiche, wobci der Sequcnzabschnitt unter Vcrwcndung eincr kur- 
zen doppelstrangigen Ribonukleinsaure (dSRNA) geandert, insbesondere geschnitten wird. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei der eine Strang der dsRNA abschnittsweise oder 
vollstandigkomplementar zur 3-UTR Sequenz der Viren ist. 

40 6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die dsRNA zumindest abschnittsweise doppel- 

strangig ausgebildet ist. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei ein Ende der dsRNA, vorzugsweise beide Enden, 
glatt sind. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei zumindest ein Strang, vorzugsweise beide Strange, 
45 am 3'-Ende einen Uberhang haben. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei der Uberhang aus 1 bis 3 Nukleotiden, vorzugs- 
weise 2 Nukleotiden, gebildet ist. 

10. Verfahren nach einem der vorhergchenden Anspriiche, wobei der kompicmcntarc Bcreich weniger ais 30, vor- 
zugsweise weniger als 25, besonders vorzugsweise 21 bis 24, Basenpaare umfaBt. 

50 11. Verfahren nach einem der vorhergchenden Anspriiche, wobci die dsRNA cine Lange von weniger als 30, vor- 

zugsweise weniger als 25, besonders vorzugsweise 21 bis 24, Basenpaare aufweist. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei das Virus-Genom das Genom eines (+)-Strang- 
RNA- Virus ist. 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei der (+)-Strang-RNA- Virus ein Hepatitis-C- Virus 
55 ist. 

14. Verwendung von kurzen doppelstrangigen Ribonukleinsauren (dsRNA) zur Anderung der Struktur innerhalb 
eincr am 3'-Endc eines Virus-Genoms bcfindlichcn nicht-translaticrtcn Region (3'-UTR), so daB cine Replikation 
des Virus-Genoms gehemmt oder blockiert wird. 

15. Verwendung nach Anspruch 14, wobei ein die 3'-U r l T R bildender Sequenzabschnitt mittels der dsRNA geschnit- 
60 ten wird. 

16. Verwendung nach Anspruch 14 oder 15, wobei die 3'-UTR hochkonserviert ist. 

17. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei der eine Strang der dsRNA abschnittsweise 
oder vollstandig komplementar zur 3'-UTR Sequenz ist. 

18. Verwendung nach cincm der vorhergchenden Anspriiche, wobci die dsRNA zumindest. abschnittsweise doppcl- 
65 strangig ausgebildet ist. 

19. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei ein Ende der dsRNA, vorzugsweise beide En- 
den, glatt sind. 

20. Verfahren nach cineiu der vorhergehenden Anspriiche, wobci zumindest cin Strang, vorzugsweise beide 
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Strange, am 3'-Endc cincn Uberhang haben. 

21. Venvendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei der Uberhang aus 1 bis 3 Nukleotiden, vor- 
zugsweise 2 Nukleotiden, gebildet wird. 

22. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei der komplementare Bereich weniger als 30, 
vorzugsweise weniger als 25, besonders vorzugsweise 21 bis 24, Basenpaare umfaBt. 5 

23. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die dsRNA eine Lange von weniger als 30, 
vorzugsweise weniger als 25, besonders vorzugsweise 21 bis 24, Basenpaare aufweist. 

24. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei das Virus-Genom das Genom eines (+)- 
Strang-RNA- Virus ist. 

25. Verwendung nach cincm der vorhergehenden Anspriiche, wobei der (+)-Strang-RNA- Virus cin Heparin s-C-Vi- 10 
rus ist. 

26. Medikament zur Hemmung der Replikation von Viren mit einer am 3'-Ende des Virus-Genoms befindlichen 
nichltranslalierten Region (3-UTR), dadurch gekennzeichnet, daB ein Miltel zur Anderung der Struktur 3'-UTR enl- 
halten ist. 

27. Medikament nach Anspruch 26, wobei das Mittcl cincn den 3-UTR bildcndcn Scqucnzabschnitt schncidct. 15 

28. Medikament nach Anspruch 26 oder 27, wobei die 3'-UTR hochkonserviert ist. 

29. Medikament nach einem der 26 bis 28, wobei das Mittel eine kurze doppelstrangige Ribonukleinsaure 
(dsRNA) ist. 

30. Medikament nach Anspruch 29, wobei der eine Strang der dsRNA abschnittsweise oder vollstandig komple- 
mcntiir zur 3'-UTR Sequenz ist. 20 

3 1 . Medikament nach einem der Anspriiche 29 bis 34, wobei die dsRNA zumindest abschnittsweise doppelstrangig 
ausgcbildct ist. 

32. Medikament nach einem der Anspriiche 29 bis 35, wobei ein Ende der dsRNA, vorzugsweise beide Enden, glatt 
sind. 

33. Medikament nach einem der Anspriiche 29 bis 36, wobei zumindest ein Strang, vorzugsweise beide Strange, 25 
am 3 '-Ende einen Uberhang haben. 

34. Medikament nach Anspruch 37, wobei der Uberhang aus 1 bis 3 Nukleotiden, vorzugsweise 2 Nukleotiden, ge- 
bildet wird. 

35. Medikament nach cincm der Anspriiche 29 oder 30, wobei der komplementare Bereich weniger als 30, vor- 
zugsweise weniger als 25, besonders vorzugsweise 21 bis 24, Basenpaare umfaBt. 30 

36. Medikament nach einem der Anspriiche 29 bis 31, wobei die dsRNA eine Lange von weniger als 30, vorzugs- 
weise weniger als 25, besonders vorzugsweise 21 bis 24, Basenpaare aufweist. 

37. Medikament nach einem der Anspriiche 26 bis 32, wobei das Virus-Genom das Genom eines (+)-Strang-RNA- 
Virus ist. 

38. Medikament nach Anspruch 33, wobei der (+)-Strang-RNA- Virus ein Hepatitis-C- Virus ist. 35 
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5' 
3' 



>' uc GUC ACG GCU AGC UGU GAA AGG UCC ag 3'/ mRNA p2 & p3 . 

ACG GCU AGC UGU GAA AGG UCC GU 3' Sinn-Strang (HCV 1) 

AG UGC CGA UCG ACA CUU UCC AGG 5' Antis inn- Strang . (HCV 2) 

Fig. 3 . 



5' eg ' GUG AAA UUA UCG AUG AGC GUG gu 3' mRNA 

S ' GUG AAA UUA UCG AUG AGC GUG gu 3 ' Sinn-Strang (Gal 1) - 

3> gc CAC UUU AAU AGC UAC UCG CAC . .5' Antisinn-Strang (Gal 2) 

■ Fig. 4 ;■ 



5' cc AGA CAQ.TJCG ACU UCA.GCC Ugg 3' mRNA 

5' AGA CAG UCG ACU UCA GCC Ugg 3' Sinnstrang (HCV 3) 

3' gg UCU GUC AGC UGA AGU CGG A 5' Antisinn-Strang (HCV 4) 



Fig. 5 
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